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Proteines de Mycobacterium et applications . 

La presente invention a pour objet des proteines de 
Mycobacterium en particulier de M. bovis, ayant des poids 
moleculaires compris entre environ 44,5 et 47,5 kD et les 
sequences nucleotidiques codant pour ces proteines . 
5 La presente invention a aussi pour objet des fractions 

proteiques obtenues a partir de cultures de Mycobacterium 
bovis, presentant une reactivite immunologique specif ique vis- 
a-vis d'anticorps anti-tuberculose. 

Elle est egalement relative a 1 'utilisation de ces 

10 proteines et fractions pour la detection et le suivi de la 
tuberculose ainsi que comme vaccin. 

La tuberculose continue d'etre un probleme de sante 
publique dans le monde. Le nombre des deces annuel directement 
en rapport avec la tuberculose est d' environ 3 millions et le 

15 nombre des nouveaux cas de tuberculose est d* environ- 15 
millions. Ce nombre de deces dus a la tuberculose est encore 
eleve pour les pays developpes; par exemple pour la France, il 
est de I'ordre de 1500 par an, chiffre certainement sous- 
evalue d'un facteur 2 ou 3 si I'on considere les evaluations 

20 de Roujeau sur les discordances entre les chiffres officiels 
et les resultats d' autopsies systematiques . La recente 
augmentation des cas de tuberculose, ou du moins 1' arret de la 
decroissance de la frequence de cette maladie, en correlation 
avec le developpement de I'epidemie de VIH/SIDA, est a prendre 

25 en compte. Au total la tuberculose reste la premiere maladie 
infectieuse par sa frequence pour la France et les pays 
developpes, mais surtout pour les pays en voie de 
developpement pour lesquels elle constitue la source 
principale de pertes humaines en rapport avec une seule 

30 maladie. 

Actuellement, le diagnostic de certitude apporte par la 
mise en evidence de bacilles cultivables dans un prelevement 
provenant du malade n'est obtenu que pour moins de la moitie 
des cas de tuberculose. Meme dans les cas de tuberculose 
35 pulmonaire qui represente 80 a 90% des atteints de tuberculose 
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et qui est la forme de la maladie pour laquelle la mise en 
evidence de bacilles est la plus facile, I'examen des 
expectorations n'est positif que dans moins de la moitie des 
cas • 

5 Le developpement des techniques les plus sensibles, 

telles que la PGR (Reaction par Polymerisation de Chaine) , se 
heurte tou jours a la necessite d'obtenir un prelevement . Les 
femmes et les enfants ne crachant habituellement pas, les 
prelevements pour les formes de I'enfance necessitent souvent 

10 une intervention medicale relativement specialisee (biopsie 
ganglionnaire ou prelevement par ponction lombaire du liquide 
cephalo-rachidien par exemple) . 

Par ailleurs, des inhibitions de la reaction PGR elle- 
meme existent, de sorte qu'un prelevement peut etre 

15 inexploitable par cette technique du fait de 1 ' impossibilite 
de controler leurs origines. 

Enfin, le diagnostic bacteriologique classique, examen 
microscopique et culture, par sa limite de sensibilite (au 
mieux de I'ordre de 10^ a 10^ bacilles dans le prelevement) 

20 suppose qu*il y ait deja eu un developpement relativement 
important des bacilles et done de la maladie. 

La mise en evidence d'anticorps specif iques diriges 
centre Mycobacterium tuberculosis pourrait done apporter une 
aide pour le diagnostic des formes frequentes de la maladie 

25 pour lesquelles la mise en evidence des bacilles eux-memes est 
difficile ou impossible 

Des generations successives de chercheurs ont tente de 
mettre au point une technique de diagnostic serologigue de la 
tuberculose. De Ardoing (C.r. hebd. Seanc. Acad. Sci. Paris; 

30 1898; 126: 1398-1401) a Middlebrook et Dubos (J. Exp. Med. 
1948, 88: 521-528), les preparations utilisees pour ce 
diagnostic ont ete tres peu ou pas purifiees, 1" effort portant 
surtout sur un accroissement de la sensibilite et non de la 
specif icite. Recemment encore des techniques tendant a 

35 accroitre seulement la sensibilite ont ete proposees en 
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utilisant soit une technique de type ELISA soit une technique 
de type RIA. 

Les travaux plus recents de Daniel et Janicki (Microbiol. 
Rev. 1978, 42: 84-113) ou Wiker et al. (Scand. J. Immunol. 
1988, 27: 223-239), ont montre la complexite des antigenes de 
mycobacteries. A partir de ceux-ci, on a tente de definir des 
antigenes principaux pouvant etre utilises dans un but de 
diagnostic (Chan et al. Am. Rev. Respir. Dis. 1990, 142: 385- 
390) . Un test serologique est ainsi commercialise (ANDA) 
depuis 3 ou 4 ans. II utilise un antigene tres complexe, mal 
caracterise biochimiquement l'A60 de Cocito et Vanlinden 
(Clin. Exp. Immunol. 1986, 66: 262-272). La specificite et la 
sensibilite de ce test sont mediocres. II n'apporte pas une 
grande aide pour le diagnostic et est tres critique voire 
rejete par de nombreux biologistes qui I'ont utilise de fagon 
large . 

Des antigenes bien caracterises , correspondant a des 
proteines abondantes quantitativement, ont ete aussi testes 
pour leur specificite et leur sensibilite pour le diagnostic 
serologique. 

L' antigene a d* environ 35 kd a ete purifie des 1965; il 
represente 25 a 35 % des proteines presentes dans le milieu de 
culture de nombreuses souches de M. tuberculosis, M. kansasii 
ou BCG, (Fukui et al. Biken J. 1965, 8: 189-199). 

Un antigene de 64 kd, representant plus de 50% des 
proteines des milieux de cultures, lorsque ces dernieres sont 
effectuees en 1 'absence de zinc, a aussi ete purifie (De Bruyn 
et al. J. Gen. Microbiol. 1981, 124: 353-357). 

Une seconde molecule, representant 25 a 30% des proteines 
dans les memes milieux, a egalement ete purifiee. Cette 
molecule de 32 kd est tres proche de 1' antigene a deja decrit, 
mais est neanmoins differente (De Bruyn et al. Microbiol. 
Pathogenesis 1987, 2 : 351-366). 

De meme, une molecule de 16 kD a ete purifiee, et I'on a 
constate sa presence dans le milieu de culture de certaines 
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souches de BCG (NCG Tokyo) et M. bovis et son absence ou son 
faible niveau pour d'autres souches (BCG Copenhague, Pasteur) 
(Harboe et Nagai, Am. Rev. Respir. Dis. 1984, 129: 444-452). 

Les criteres de selection des proteines utilisees par ces 
5 auteurs ont done ete en premier lieu des criteres 
biochimiques . Les proteines n'ont ete testees que dans un 
second temps pour leur capacite a detecter 1' infection par la 
tuberculose. 

Des resultats representatifs de cette demarche montrent 
10 ainsi que la reponse en anticorps diriges contre la proteine 
de choc thermique de 64 kD de mycobacteries est elevee chez 
80% des malades atteints de tuberculose, mais aussi chez 30% 
des enfcints atteints de coqueluche (Thole et al. Infect. 
Immun. 1987, 55 : 1466-1475). 
15 L* utilisation des techniques de biologic moleculaire pour 

doner un gene dont le produit est reconnu par un anticorps 
polyclonal de specificite restreinte ou un anticorps 
monoclonal, a conduit sensiblement aux memes resultats. Dans 
ce cas, les anticorps qui ont ete utilises comme sondes, ont 
20 ete prepares contre des antigenes presents dans des extraits 
de bacteries ou sur des bacteries tuees. Ces extraits ou 
bacteries ayant ete injectes en regie generale a des souris 
Balb/C, le repertoire des reponses obtenues est limite a la 
reponse de souris de cette seule lignee, soumise de plus a des 
25 protocoles experimentaux tres semblables. 

Les molecules, ayant ete ainsi reconnues par certains 
anticorps monoclonaux, comme la 65 kD ou la 32 kD, ont deja 
ete purifiees ou sont en cours de purification par I'approche 
biochimique classique. 
30 De nouvelles molecules comme la 70 kD ou la 19 kD, ont 

ete aussi mises en evidence par ces techniques . Mais 
lorsqu'elles sont utilisees dans un but de detection, ces 
molecules ne permettent pas de distinguer de fagon non ambigue 
les sujets malades atteints de tuberculose des sujets normaux 
35 ou presentant d'autres maladies infectieuses . 
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Un travail recent a tente de purifier des antigenes de 
mycobacteries en utilisant un melange de serums de malades 
tuberculeux pour fabriquer un immuno adsorbant permettant de 
purifier partiellement les antigenes principaux reconnus par 
les malades (Thongkrajai et al, J. Med. Microbiol. 1989, 30: 
101-104) . 

Les techniques rapportees dans I'art anterieur sont 
done majoritairement basees sur I'isolement preliminaire de 
proteines sur leurs caracteres biochimiques . Ce n'est qu'apres 
cet isolement que les auteurs testent la capacite de ces 
proteines a detecter les individus atteints par la 
tuberculose. 

Dans les travaux ayant conduit a la presente invention, 
on a choisi une autre methode pour selectionner des antigenes 
representatifs de 1' infection tuberculeuse - 

Selon 1' invention, on s'est attache a selectionner des 
antigenes representatifs sans ambiguxte de 1 ' infection 
tuberculeuse a I'aide de serums provenant de malades atteints 
de tuberculose ou de cobayes immunises par des bacilles 
vivants . 

Cette methode qui se demarque des experimentations de- 
crites dans I'art anterieur, a permis 1 'isolement d'antigenes 
representatifs de la tuberculose, permettant la detection sans 
ambiguite des malades atteints par cette maladie. 

La presente invention a done pour objet des proteines 
de mycobacterium et en particulier de M, bovis presentant un 
poids moleculaire compris entre 44,5 et 47,5 kD environ, Ces 
proteines peuvent posseder des poids moleculaires d* environ 45 
kD ou d' environ 47 kD, avec des intervalles d'erreur de +/- 
10%, et des pH isoelectriques (pHi) d'environ 3,7 (proteines 
45 et 47 kP) et de 3,9 (proteines de 47 kd), avec des 
intervalles d'erreur de pHI de +/- 0,2. 

L'erreur de 10% dans la determination des poids 
moleculaires est notamment imputable aux variations de 
resultats en fonction des kits de determination utilises. 
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Ces proteines peuvent posseder en outre une composition 
en acides amines exprimee en frequence pour PRO d ' environ 
21/9% / pour ASN/ASP d' environ 10,6% , pour THR d* environ 
5/4%/ pour SER d' environ 5% / pour GLN/GLU d' environ 6% ^pour 
5 GLY d' environ 7/4% , pour ALA d' environ 19,2%, pour VAL 
d* environ 5,8 %/ pour ILE d' environ 2,3% , pour LEU d' environ 
4/7% / pour TYR d' environ 2,2% , pour PHE d' environ 2/2% , 
pour LYS d' environ 2,9% , et/ou pour ARG d' environ 2,5%. 

L'espece proteique de 47 kD peut avoir une extremite 
10 NH2 terminale ayant la sequence suivante: 

ALA-PRO-GLU-PRO-ALA-PRO-PRO-VAL-PRO-PRO-ALA-ALA-ALA-ALA- 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
PRO-PRO-ALA 
15 16 17 

15 La presente invention a d' autre part pour objet une 

lignee d'hybridomes deposee le 12 Avril 1991. sous le n* I. 1081 
aupres de la Collection Nationale de Culture des 
Microorganismes ( CNCM ) de I'Institut Pasteur , et les 
anticorps secretes par cette lignee . 

20 Les proteines precedemraent decrites presentent aussi la 

caracteristique d " etre reconnues par des anticorps presents 
dans le serum de patients atteints par la tuberculose ou 
d'animaux susceptibles d'etre atteints par la tuberculose , 
par des anticorps obtenus par immunisation avec des bacilles 

25 de M.bovis vivants , ou par un anticorps secrete par la lignee 
d'hybridomes n* I. 1081 precitee, et de n'etre pas reconnues par 
des anticorps obtenus par immunisation de cobayes avec des 
bacilles de M.bovis tues pair la chaleur ou par des anticorps 
de patients sains ou atteints par une maladie autre que la 

3 0 tuberculose . 

Ces proteines sont aussi caracterisees par le fait 
qu'elles peuvent etre presentes dans le milieu de culture . 

Selon un mode de mise en oeuvre particulier de 
1' invention , un epitope provenant d'un agent biologique autre 



XJ /DO 



rci/Mcy^/uosu^ 



7 

que M. bovis peut aussi etre greffe sur une des proteines 
precedemment definies. 

On obtient ainsi des proteines hybrides dont la sequence 
comprend la totalite ou une partie de la sequence des 
proteines precedemment decrites et une sequence correspondant 
a un determinant antigenique. 

Ce determinant peut etre de diverses natures et notamment 
etre un fragment d'antigene proteique ou glycoproteique, en 
vue d'obtenir des compositions immunogenes susceptibles 
d'induire la synthese d'anticorps diriges centre ces epitopes 
multiples . 

L' utilisation d' agents de pontage bif onctionnels tels que 
le glutaraldehyde ou la benzoquinone ou le N-bromo succinimide 
bien connus pour leurs proprietes de couplage de proteines 
entre elles, ou tels que I'hydrazide permettant le couplage de 
residus glycosyles avec des proteines , peuvent etre utilises 
pour la formation de molecules hybrides . Ces molecules 
hybrides peuvent etre constituees en partie d'une molecule 
porteuse (complexe 45-47 kD ) associee a un ou plusieurs 
epitopes ou fragments d'antigenes par exemple la toxine 
diphterique ou des fragments de celle-ci , la toxine 
t§tanique, I'antigene HBS du virus HBV , I'antigene VPl du 
virus de la poliomyelite . 

Les precedes de synthese de molecules hybrides englobent 
les methodes utilisees en genie genetique pour construire des 
ADN hybrides codant pour les sequences proteiques ou 
peptidiques recherchees . 

De telles proteines peuvent ainsi induire 1 * immunisation 
contre des proteines ou fragments de proteines correspondant a 
des determinants antigeniques n'etant pas presents sur les 
proteines de M. bovis. 

Un autre objet de 1' invention sont les oligonucleotides, 
ARN ou ADN, codant pour les proteines precedemment definies. 

La presente invention est en outre relative a des 
fractions proteiques obtenues a partir de cultures de 
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Mycobacterium et en particulier de M . bovis par un precede 
comprenant au moins les etapes suivantes : 

- elimination des bacteries du milieu de culture par 
filtration, 

5 - passage du filtrat sur tamis moleculaire et 

repartition de I'eluat en fractions , et 

- selection des fractions par determination de leur 
reactivite vis-a-vis d'anticorps specif iques et 
de la tuberculose. 

10 Les fractions obtenues par filtration sur tamis 

moleculaire peuvent aussi etre soumises a une chromatographie 
echangeuse d'ions et optionnellement a une chromatographie en 
phase inverse . 

La presente invention a d' autre . part pour objet 

15 1 • application des proteines ou fractions proteiques ou 
anticorps tels que precedemment definis pour la detection et 
le suivi de la tuberculose en particulier chez I'homme et les 
bovins . Une telle detection peut notamment etre mise en 
oeuvre par la methode du Western Blot (immunoempreinte) ou une 

20 methode immunoenzymologique (ELISA) ou par une methode 
radioimmunologique (RIA), a I'aide d'un coffret ou kit de 
dosage , contenant ces proteines ainsi que notamment des 
tampons permettant d'effectuer la reaction immunologique et en 
outre des substances permettant de la reveler . 

25 La presente invention est en outre relative a des vaccins 

ou medicaments contenant au moins une proteine , une fraction 
proteique ou un anticorps tels que precedemment definis . 

Des vaccins contenant les proteines non greffees pourront 
etre utilises pour immuniser des individus a I'encontre de la 

30 tuberculose . Les proteines portant un epitope provenant d'un 
agent biologique autre que M. bovis peuvent etre utilises dans 
le cadre d' immunisations centre d'autres maladies . 

A titre indicatif , on pourra utiliser de 50 a SOO^g de 
proteine pour la dose d'un individu , ou de 10^ a 10^ 

35 bacteries recombinantes / individu par voie intradermique. 
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La presente invention a encore pour objet une composition 
pharmaceutique contenant au moins une quantite 
pharmaceutiquement efficace d'une proteine , fraction 
proteique ou d'un anticorps tel que precedemment defini en 
5 association avec des diluants ou des adjuvants 
pharmaceutiquement compatibles . 

Sous un autre aspect, la presente invention est relative 
a 1 'utilisation des proteines , fractions proteines ou 
anticorps tels que precedemment definis pour la fabrication 
10 d'un medicament pour le traitement ou la prevention de la 
tuberculose • 

La presente invention est illustree sans pour autant etre 
limitee par les exemples de mise en oeuvre suivants et en 
reference aux dessins annexes dans lesquels *: 
15 La figure 1 represente le profil de densite optique (DO.) 

a 220 et a 280 nanometres de la filtration moleculaire (Si 
300) du milieu de culture de M.bovis, 

La figure 2 represente le profil en densite optique a 220 
nanometres de la separation sur colonne echangeuse d'ions 
(DEAE ) des molecules provenant de la fraction 2 obtenue lors 
de la filtration moleculaire precedente . 

La figure 3 est le profil de densite optique a 220 
nanometres de la chromatographie sur colonne en phase inverse 
de la fraction 1 issue de la chromatographie echangeuse 
25 d'ions. 

Les figures 4A et 4B sont des photographies des membranes 
de PVDF mises en presence respectivement d'un melange de 
serums de cobayes immunises avec des bacilles morts (A) ou 
vivants ( B ) . 

30 La figure 4C est un gel d'electrophorese apres coloration 

par du bleu de Coomassie du materiel de depart (O) et des 
fractions obtenues sur tamis moleculaire (1 a 6 ) . Des gels 
identiques ont ete transferes sur membrane de PVDF et reveles 
par des serums de cobayes immunises par des bacilles morts 

35 (4A) ou vivants (4B ) 
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Les figures 5A et 5B representent des membranes de PVDF 
correspondant a un gel obtenu par migration des fractions 
obtenues sur colonne echangeuse d'ions (1 a 3) et de la 
fraction 2 obtenue par filtration sur tamis moleculaire, 
5 ladite membrane etant mise en presence d'anticorps de serums 
de cobayes immunises respectivement avec des bacilles morts 
(A) ou vivants (B) . La figure 5C represente le gel a I'origine 
des trans ferts des figures 5A et 5B, colore par le bleu de 
Coomassie. 

10 Les figures 6A et 6B representent I'empreinte des gels 

sur des membranes correspondant a la migration de la fraction 
1 obtenue sur colonne echangeuse d'ions (Oj et des fractions 
obtenues par chromatographie en phase inverse (1 a 5)., mises 
en presence des anticorps des serums de cobayes immunises avec 

15 respectivement les bacilles morts (6A) et vivants (6B). II est 
a noter que dans la fraction 1 de cette etape de purif icationi. 
il existe une contamination par.du materiel de depart due a un 
chargement trop important de la colonne de chromatographie en 
phase inverse . 

20 Les figures 7A a 7L representent des empreintes des 

gels sur des membranes obtenus a partir de 1 ' electrophorese de 
materiel de depart (0), des fractions obtenues par filtration 
sur tamis moleculaire (1 a 6) et mises en presence de serums 
individuels provenant de malades atteints de tuberculose (7A a 

25 7F) correspondant respectivement au serum des malades (N* 77, 
N' 115, N* 117, N* 108, N' 104, N* 105) ou par des serums 
individuels provenant de malades atteints de borreliose (7G a 
7K) ou de yersiniose (7L) . 

La figure 8 represente une empreinte d'un gel sur une 

30 membrane de PVDF correspondant a une electrophorese de la 
fraction 5 obtenue en chromatographie en phase inverse. Cette 
membrane a ete coupee en bandelettes de 3 mm environ et chague 
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bandelette a ete mise en contact d'un serum individuel ( dilue 
au 1/20) d'un malade atteint de tuberculose { bandes 1 a 14 
correspondant respectivement aux malades N* 77 , 104, 105, 
108, 115, 117 , 124, 131, 134, 123, 3a, 2g , 2d , et 2a ) ou 
de malades atteints de borreliose ( bandes 15 a 19 ) de 
leptospirose ( bandes 20 a 22 ) de yersiniose ( bandes 23 et 
24) ou de brucellose { bandes 25 a 27 ). La double marque " a" 
correspond a un artefact habituel dans cette technique . 

La figure 9 est une photographie d'un gel en deux 
dimensions colore au nitrate d* argent , des proteines de 45-47 
kD, { fraction 5 ) . 
EXEMPLE 1 : 

Precede de purification des antioenes 
1) Obtention des antiaenes : 
Des cultures de BCG ( souche 1173 P2 ) sent effectuees en 
ballons contenant 130 ml de milieu synthetique de Sauton selon 
une technique classique ( Gheorghiu et al. Bull, Institut 
Pasteur 1983, 81 : 281-288 ) . Le milieu de culture est 
recolte apres 14 jours a 37*, decante et filtre ( 0,22 urn) a 
4'C . Place sur une membrane Amicon (PMIO) sous une pression 
d' azote de 2 bars et tou jours a 4"C , le milieu de culture est 
lave intensivement avec de I'eau retro-osmosee contenant 4% de 
butanol , puis concentre 10 a 20 fois par rapport au volume 
initial . Ce milieu de culture concentre , contenant les 
molecules non exclues par la membrane PMIO Amicon, est 
lyophilise, pese et conserve sous forme de poudre a -20*0 . 
Les 12g du materiel de depart utilises pour le schema de 
purification decrit ci-dessous sont obtenus a partir de 30 
litres de milieu de culture . 
Schema de purification : 

2) Gel filtration: 
Une colonne preparative Si300, 3 ;im de 50 x 750 mm 
(SERVA), est equilibree par passage d'une solution saline 
tamponnee (Na2HP04 50 mM ajustee a pH 7,5 avec KH2PO4) 
contenant 4% de butanol ; cette solution est prealablement 
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filtree sur une membrane ( 0,22;im ) . Le debit de la colonne 
est a juste a 1,25 ml par mn; la pression maximum reglee a 45 
bars n'est pas atteinte . 

Le materiel a injecter sur la colonne est prepare a la 
5 concentration de 50mg/ml deois la solution tampon/but anol, 
ultracentrifuge a 40 000 g durant 2 h puis filtre sur membrane 
(0,22 ;im) . Des echantillons de 10 ml sont prepares et 
congeles a -20 *C . Chaque echantillon de 10 ml, filtre de 
nouveau apres decongelation et injecte sur la colonne , 
10 contient environ 500 mg de materiel brut . Les profils des 
densites optiques a 280 et 220 nm sont rapportes figure 1 pour 
une sequence typique de separation • Les six fractions 
principales choisies d' apres le profil sont concentrees a 4*C 
et lavees intensivement sur membrane Amicon PMIO avec de I'eau 

15 retro-osmosee contenant 4% de butanol . Chaque fraction 
concentree est lyophilisee, pesee puis conservee a -20* C . La 
fraction 2 de cette etape contient les molecules principales 
reconnues par les anticorps des cobayes immunises avec des 
bacilles vivants ou par les anticorps des malades tuberculeux. 

20 Seule cette fraction est soumise a 1* etape suivante . 

3) Colonne echanaeuse d'ions : 
Une colonne preparative DEAE-TSK 5PW de 21,5 x 150 mm 
(LKB) est equilibree avec une solution saline teunponnee 
(Na2HP04/ NaH2P04 10 mM , pH = 7,5 et NaCl 10 mM) contenant 4% 

25 de butanol . La pression maximum est inferieure a 30 bars pour 
un debit de 6 ml/mn- Pour le tampon d'elution , seule la 
concentration de NaCl est modifiee (1 M) . Un gradient 
lineaire est applique selon le schema indique figure 2 apres 
injection d*un volume d' echantillon de 4 ml contenant au total 

30 100 mg du materiel precedent . Les fractions principales sont 
recueillies selon le profil en densite optique a 220 nm. Ces 
fractions sont concentrees et lavees sur membrane PM^q 
(Amicon) par de I'eau retro-osmosee contenant 4% de butanol, 
puis lyophilisees . Une fois pesee, chaque fraction est 

35 conservee a -20 *C - Seule la fraction 1 de cette etape 
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contient la majorite des molecules reconnues par les anticorps 
des cobayes immunises avec des bacilles vivants ; elle est 
soumise a I'etape suivante de separation . 

4 ) Colonne phase inverse i 

Une colonne RP 300 Cg 10 jim de 4,6 x 250 mm (Aquapore 
Brownlee lab.) est equilibree avec un tampon acetate 
d' ammonium (NH4COO CH3 20 mM) filtre sur 0,22 ^m avec un debit 
de 2 ml/mn sous une press ion maximum de 115 bars • Le tampon 
d'elution contenant 90% d'acetonitrile est applique selon le 
profil indique sur la figure 3 apres injection d'un 
echantillon de 10 mg sous un volume de 1 ml. Le profil de 
densite optique a 220 nm permet de separer cinq fractions 
principales qui sont concentrees par evaporation sous vide a 
40'C , puis lyophilisees . 

5 ) Immunodetection des antiqenes ; 

Des gels denaturants a 10 % de polyacrylamide , 0,1% 
de SDS sont prepares selon la technique classique de Laemmli , 
(Nature 1970, 277 : 680-685 ). Des echantillons contenant 
entre lo et 2 pg de materiel , en fonction de I'etape de la 
purification, sont appliques dans un tampon contenant 5% de 
mercaptoethanol, 3% de SDS et une trace de bleu de bromophenol 
sous un volume de 10 pil dans chaque piste du gel. Apres 
electrophorese jusqu'a la limite de migration du bleu, les 
molecules presentes dans les echantillons sont transferees sur 
une feuille de PVDF (Millipore) en appliquant un champ 
electrique modere durant une nuit (Harlow et Lane, 
Antibodies, A Laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory 
(eds) 1988 ) . 

Une coloration de la feuille de PVDF par une solution de 
bleu de Coomassie durant moins d'une minute, suivie d'une 
decoloration, permet le reperage des marqueurs de poids 
moleculaires dont les contours sont entoures d'un trait de 
crayon. Apres decoloration totale , la feuille est lavee 
durant 30. mn a la temperature du laboratoire par du PBS + 
Triton XlOO 3% , puis trois fois 5 mn avec du PBS seul . La 
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feuille est alors saturee avec du PBS contenant 5% de lait 
ecreme en poudre durant 1 h a 37*C , puis lavee avec du PBS + 
Tween 20 ( 0,2 % ) trois fois • 

Une incubation est effectuee avec les immunserums dilues 
5 au l/20e dans le tampon PBS + Tween 20 ( 0,2% ) + lait en 
poudre 5% durant 1 h 30 a 37 *C avec des agitations 
periodiques. Puis trois lavages en PBS + Tween sont effectues 
avant 1' incubation avec les anticorps anti-immunoglobulines 
marques avec la phosphatase alcaline . Les anticorps anti- 
10 inununoglobulines humains et anti-immunoglobulines de cobayes , 
marques a la phosphatase (Biosys) sont utilises a la dilution 
finale de 1/2500 en PBS + Tween 20 (0,2%) + lait (5%) • Apres 
1 h 30 d* incubation a 37 *C, les feuilles de PVDF sont lavees 
trois fois en PBS + Tween, puis incubees a la temperature du 
15 laboratoire durant 5 a 10 mn, dans le tampon de revelation 
contenant BCIP et NBT ( Harlow et Lane , precedemment cites ) . 
La reaction est arretee et apres sechage des feuilles celles- 
ci sont photographiees . 

6 ) Composition en acides amines ; 
20 Une analyse de la composition globale en acides amines 

est effectuee pour chaque fraction chromatographique dans 
1 'unite de Chimie Organique de I'Institut Pasteur . Un 
analyseur Beckman LS 6300 est utilise . 

La composition globale exprimee en frequence des acides 
25 amines des proteines de 45-47 kD est la suivante : 

ASN/ASP: 10,6% , THR : 5,4%; SER: 5%; GLN/GLU : 6%; GLy:7,4%; 
ALA : 19,2% ; VAL: 5,8%; ILE: 2,3%; LEU : 4,7%; TYR: 2,2%; 
PHE: 2,2% ; LYS : 2,9 % ; ARC: 2,5% ; PRO: 21,9%. 
EXEMPLE 2 : 

30 Determination de la specificite immunologioue des 

proteines et fractions proteiaues> 

A. Isolement des antiqenes reconnus par les anticorps des 
cobaves immunises avec des bacilles vivants. 

Des groupes de 12 a 15 cobayes (femelles Hartley de 250 a 
35 300 g au debut de Inexperience ) ont regu soit des 
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mycobacteries vivantes ( 2 x 10^ unites viables de BCG en deux 
injections intradermiques dans 0,1 ml de solution saline ) , 
soit 2 mg de mycobacteries de la meme souche tuees par la 
chaleur ( 120' C , 30 mn) en intramusculaire dans 0,5 ml d'une 
5 emulsion solution saline dans I'adjuvant de Freund incomplet 
(1/1) . Les serums de differents groupes de cobayes ont ete 
preleves 7 a 12 mois apres 1 ' immunisation, filtres ( 0/22 ixm) 
puis distribues en petits volumes qui sont congeles et 
conserves a - 20* C • Des essais de plusieurs groupes 
10 d' immunserums ont ete effectues { 5 apres immunisation avec 
des bacteries vivantes et 6 apres immunisation avec des 
bacteries tuees ) . Les resultats rapportes ont ete obtenus 
avec un groupe de serums representatif s de chaque type 
d' immunisation; les differences entre groupes sont minimes 

15 pour le meme schema d ' immunisation . 

1* ) Etape de filtration moleculaire sur Si 300 . 
Le milieu de culture ( lave, concentre et lyophilise) 
constituant le materiel de depart est injecte sous un volume 
d'echantillon de 10 ml contenant 500 mg de materiel sur la 

20 colonne Si 300. Les fractions 1 a 6 sont separees selon le 
profil indique sur la figure 1 , regroupees pour les 24 
injections successives , puis lavees , concentrees et 
lyophilisees , Le tableau 1 indique le poids brut de chaque 
fraction apres lyophilisation ainsi que le poids minimum 

25 correspondant en proteines, calcule a partir des 
concentrations de chaque acide amine classique determinees par 
1 'analyse en acides amines de chaque fraction (analyseur 
Beckman LS 6300) . 

Chaque fraction (10 u^) est placee sur une piste d'un gel 

30 SDS ; puis , apres la sequence electrophorese, trans fert sur 
membrane PVDF et immunodetection , les fractions contenant les 
proteines majoritaires reagissant avec les differents serums 
sont reperees . 

La figure 4 montre un gel colore au bleu de Coomassie 

35 (Figure 4C) et deux immuno-empreintes de gels identiques 



wo 92/21758 



PCr/FR92/0a508 



revelees avec des serums de cobayes immunises avec des 
bacilles morts (4A) ou avec des bacilles vivants (4B) . Des 
antigenes communs sont reconnus par les deux types de serums , 
tels que les antigenes de 30 kD presents dans les fractions 4, 
5 5 et 6, et I'antigene de 38 kD dans la fraction 5- Des 
antigenes de poids moleculaire 10 a 16 kD dans les fractions 
3, 4, 5 et 6 sont reconnus essentiellement par les anticorps 
des cobayes immunises avec des bacilles morts . Deux antigenes 
de 45 et 47 kD presents dans la fraction 2 sont reconnus 
10 essentiellement par les anticorps des animaux immunises avec 
des bacilles vivants . Cette fraction est selectionnee pour la 
seconde etape de purification . 

2) Etape sur colonne echanaeuse d'ions ; 

Un echantillon de 100 mg de la fraction precedente est 

15 charge sur une colonne DEAE-TSK preparative et eluees par un 
gradient de NaCl. Le profil a 220 nm des molecules eluees 
definit trois fractions principales ( figure 2). Apres 
regroupement, chaque fraction obtenue par les injections 
successives du materiel est lavee, concentree et lyophilisee 

20 (tableau 2) . 

Apres electrophorese sur gel SDS de 5 fig de chacune des 
fractions precedentes, les immuno-empreintes sur feuille PVDF 
sont revelees par les serums de cobayes immunises avec des 
bacilles morts ou vivants (figures 5A et 5B ). La fraction 1- 

25 DEAE ne contient que quelques antigenes reconnus par les 
anticorps des animaux immunises avec des bacilles morts: deux 
bandes faibles a 10 et 14 kD environ , une bande faible a 52 
kD et une ombre mal definie au-dessus de 67 kD. Par centre, 
cette meme fraction 1-DEAE contient un doublet a 45/47 kD 

30 fortement reconnu par les anticorps des cobayes immunises avec 
des bacilles vivants ainsi qu'une tache intense mal liraitee 
entre 67 et 94 kD. Cette fraction 1-DEAE est choisie pour 
1' etape suivante de purification. 

3) Etape sur colonne phase-inverse; 
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Une colonne RP 300 lO^im , equilibree avec le tampon 
acetate d' ammonium (20 mM) , re?oit un echantillon de 1 ml 
contenant 5 a 10 mg maximum de la fraction 1-DEAE precedente . 
L'^lutlon avec un gradient d'acetonitrile de O a 90% selon le 
5 schema de la figure 3 permet de recuperer cinq fractions 
principales . Ces fractions sont concentrees par evaporation 
sous vide a 40 'C pour eliminer la majorite de 1 'acetonitrile, 
puis lyophilisees . Le tableau 3 indique les poids de chaque 
fraction. 

10 La fraction 4 qui correspond a une elution entre 25 et 

30% d'acetonitrile contient des antigenes de 10 a 15 kD 
reconnus par les anticorps presents dans le serum des animaux 
immunises avec des bacilles morts ainsi qu'un peu d' antigenes 
de 45/47 kD reconnus par les anticorps provenant des animaux 
15 immunises avec des bacilles vivants . La fraction 5 suivante 
(gradient de 30 a 50% d'acetonitrile ) contient la majorite 
des molecules reconnues par les anticorps des animaux 
immunises avec des bacilles vivants et essentiellement ces 
molecules ( figure 6). 
20 B) Essais des anticorps provenant de suiets atteints de 

tuberculose ou d'une autre maladie infectieuse. 

Ul Des serums provenant de 14 malades, presentant une 
rechute de tuberculose pulmonaire ( 9 malades ) ou une 
premiere atteinte ( 5 malades ) , sont utilises pour la 
25 caracterisation des antigenes principaux reconnus par I'homme 
lors d'une infection par M. tuberculosis . 
N*Sexe Age 
77 H 33 
104 F 47 
30 105 H 49 
108 H 38 

115 H 64 
117 H 24 
35 124 H 63 



3eme atteinte, tuberculose etendue 
2eme atteinte , tuberculose etendue 
2eme atteinte, tuberculose moyenne 
2eme atteinte, tuberculose minime sur 
des sequelles anciennes etendues 
2eme atteinte 
2eme atteinte 
2eme atteinte 
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N' Sexe Age 

131 H 64 2eme atteinte, tuberculosa actuelle 
tres etendue 

134 H 33 Seme atteinte, tuberculose etendue 
5 123 F 26 lere atteinte, tuberculose moyenne 
3A M 45 lere atteinte, tuberculose etendue 
2G F 17 lere atteinte, tuberculose moyenne 
2D M 27 lere atteinte, tuberculose moyenne 
2A M 52 lere atteinte, tuberculose etendue 
10 2 ) Des serums, provenant de 13 raalades atteints d'une 

maladie infectieuse sans histoire de tuberculose recente 
connue, sont utilises pour la caracterisation des antigenes 
sans rapport direct avec 1' infection par tuberculosis . Les 
serums ont ete preleves pour etablir ou confirmer les 
15 diagnostics de borreliose {5 cas), de leptospirose (3 cas) , 
de versiniose (2 cas ) ou de brucellose (3 cas). 

Ces serums de malades atteints de tuberculose ou d'une 
autre infection sont negatifs pour la presence d'anticorps 
anti-HIV et anti-Hbs ( antigene de surface du virus de 
20 1' hepatite B ) . 

Les fractions obtenues apres la premiere etape de 
separation sur Si 300 ont ete soumises a electrophorese, puis 
au transfert sur membrane PVDF. Des membranes identiques ont 
ete preparees et individuellement mises en presence d'un serum 
25 provenant d'un sujet malade atteint de tuberculose ou d'une 
autre maladie infectieuse. 

Les resultats obtenus pour 6 malades atteints de 
tuberculose et 6 malades atteints d'une autre infection 
montrent que des antigenes de 30 kD presents dans les 
30 fractions 4, 5 et 6 et des antigenes de 35/38 kD de la 
fraction 5 sont reconnus par tous les serums . Dans la 
fraction 2 quelques antigenes , en particulier un antigene de 
25 kD , sont aussi reconnus par tous les serums . Par centre, 
seuls les serums des malades atteints de tuberculose 
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interagissent fortement avec des antigenes situes dans la zone 
45/47 kD (figure 7) . 

Ces antigenes de 45/47 kD, purifies comme indique plus 
haut , sont places sur une piste tres large d'un gel SDS, puis 
5 apres electrophorese, ils sont trans feres sur une membrane 
PVDF qui est ensuite decoupee en bandelettes de 3 mm environ • 
Chaque bandelette est incubee en presence d'un serum de 
malades . Comme 1' indique la figure 8, 12 des 14 seriims 
provenant de malades atteints de tuberculose reconnaissent les 
10 antigenes de 45/47 kD , alors qu'aucun des serums de malades 
atteints d'autres infections ne reconnait ces antigenes . 

Electrophorese en deux dimensions des oroteines du 
groupe 45-47 kD . 

Une electrophorese en deux dimensions des proteines du 
15 groupe de poids moleculaire 45-47 kD a ete effectuee puis le 
gel est colore a 1' argent ( figure 9 ). 

Les molecules sont ensuite transferees sur une feuille de 
PVDF puis mises en presence d'anticorps de cobayes immunises 
avec des bacilles vivants ou avec des anticorps de cobayes 
20 immunises avec des bacilles morts . 

Les resultats de trans fert montrent que les molecules 
colorees a 1' argent sont detectees par les anticorps des 
cobayes immunises avec des bacilles vivants , tandis qu*elles 
ne sont pas reconnues par les anticorps de cobayes immunises 
25 avec des bacilles morts . 

D' autre part , les molecules de 47 kD de ce complexe sont 
aussi reconnues par les anticorps monoclonaux de la lignee 
d'hybridomes deposee aupres de la CNCM sous le n*I. 1081. 

CONCLUSION: 

30 Les resultats rapportes (figure 7 ) montrent qu*il existe 

dans une preparation de mycobacteries , ici dans un milieu de 
culture , des antigenes reconnus a la fois par les serums de 
malades tuberculeux et par les serums de malades atteints 
d'autres maladies infectieuses . 
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Par centre des antigenes situes dans la zone 45/47 kD et 
presents dans la fraction 2 du fractionnement sur colonne 
Si300 ne sont reconnus que par des serums de malades atteints 
par la tuberculose et ne sont pas reconnus par des serums de 
5 malades atteints d'une autre infection. 

Les molecules de 45/47 kD, qui ont ete purifiees sur leur 
capacite antigenique a reagir specif iquement avec le serum 
des cobayes immunises avec des bacilles vivants, ont des pH 
isoelectriques compris entre 3,7 et 3,9, ainsi qu'on I'a 
10 determine sur gel d'immobilines . 

En gel a deux dimensions, la bande a 47 kd se resout en 
deux taches principales apres coloration au nitrate d' argent a 
des pHi de 3,7 et 3,9 , et la bande a 45 kD en une tache 
principale a pHi 3/7. Des taches de moyenne intensite sont 
15 aussi visualisees par cette technique, qui font partie du 
complexe 45/47 kD. Les differentes molecules mises ainsi en 
evidence en gel a deux dimension? sont toutes reconnues par le 
serum des animaux immunises avec des bacilles vivants . 

II n'existe pas d'autres molecules decelables apres 
20 coloration du gel au bleu de Coomassie ou a 1* argent . 

De meme , apres trans fert sur membrane PVDF puis 
immunodetection avec des serums de cobayes immunises avec des 
bacilles tues par la chaleur , il n'existe aucune tache 
visible dans la zone des antigenes 45/47 kD , ni ailleurs . 
25 Des serums de lapins immunises contre une preparation 

brute d'amtigenes de mycobacteries ne mettent en evidence que 
ces molecules de 45/47 kD , montrant ainsi leur purete sur ces 
cri teres biochimiques et immunochimiques . 

Un anticorps monoclonal prepare chez la souris reconnait 
30 les differentes molecules de 47 kd dans un essai 
d ' immunodetection apres transfert sur membrane PVDF des 
molecules presentes sur un gel a deux dimensions . 

Aucun des reactifs immunologiques qui ont ete testes 
(serums de cobayes apres differentes durees d' immunisation par 
35 des bacteries vivantes, serums de malades atteints de 
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tuberculose ) n'a pu dissocier, sur la base de la reactivite 
antigenique, les molecules de ce complexe 45/47 JcD. 

La composition globale en acides amines des proteines de 
ce complexe est aussi en faveur d'une parente etroite entre 
5 elles . 



TABLEAU I - Masse ponderale de chague fraction Si 300 et 
evaluation du poids en proteines correspondant . 





Frac- 
tion 


1 Poids 
i (mg) 


brut| % en acides amines | 
1 1 


Poids en pro- 
teines (mg) 


10 


Fr 1 


1 578 


1 15 1 


86 




Fr 2 


1 230 


1 64 1 


147 




Fr 3 


1 580 


1 53 1 


308 




Fr 4 


! 460 


1 51 1 


236 




Fr 5 


62 


1 67 1 


42 


15 


Fr 6 


370 


1 44 1 


161 




Total 


2280 




960 



Legende du tableau I. 



A partir de 12g de materiel brut , contenant au minimum 
2,2 g de proteines , 6 fractions sont obtenues par filtration 
20 moleculaire sur Si 300. Le calcul du poids minimum 
correspondant en proteines est effectue a partir des resultats 
de la composition globale en acides amines . 

Les rendements globaux sont de 19% pour le rendement 
brut ponderal et de 44% pour le rendement calcule en 
25 proteines. 
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Masse ponderale de chague fraction DEAE et 
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TABLEAU 2- 



evaluation du poids correspondant en proteines 



Frac- 
tion 


Poids brut 
(mg) 


% en acides 


amines 


Poids en 
proteines (mg) 


Fr 1 


58,4 


68 




39,7 


Fr 2 


8,4 


32 




2,7 


Fr 3 


78,5 


86 




68,0 


Total 1 


145,3 









10 Legende du Tableau 2: 

La fraction 2 Si 300 precedente est chargee sur une 
colonne DEAE-TSK preparative . Une fraction non retenue par la 
colonne constitue la fraction 1-DEAE, les fractions 2 et 3 
correspondent a I'elution par une force ionique croissante 

15 {entre lOmM et SOOmM NaCl ) . 

Les rendements sont de 63% pour le rendement ponderal 
brut et de 75% pour le rendement calcule pour les proteines 
apres analyse de la composition de chaque fraction en acides 
amines • 

20 TABLEAU 3- Masse ponderale de chaoue fraction phase inverse RP 
300 et evaluation du poids correspondant en proteine . 





Fraction 


Poids brut 
(mg) 


% en acides 


amines 


Poids en pro- 
teines (mg) 


25 


Frl 


15,0 


13 




2,0 




Fr 2 


2,3 


18 




0,4 




Fr 3 


1,5 


13 




0,2 




Fr 4 


4,1 


65 




2,7 




Fr 5 


29,9 


77 




23,0 


30 


Total 


52,8 






26,3 



Legende du Tableau 3: 
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La fraction 1-DEAE precedente est chargee sur une 
colonne RP 300 (Aquapore ) , puis eluee avec un gradient 
d'acetonitrile de 0 a 90% selon le schema indique figure 5. 
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REVENDICATIONS 

!• Proteine de Mycobacterium et en particulier de M. bo- 
vis presentant un poids moleculaire compris entre 44,5 et 47,5 
kD environ, notamment entre 45 et 47 kD environ. 
5 2. Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce 

qu'elle possede une composition en acides amines exprimee en 
frequence pour PRO d' environ 21,9%, pour ASN/ASP d' environ 
10,6%, pour THR d' environ 5,4%, pour SER d' environ 5%, pour 
GLN/GLU d' environ 6%, pour GLY d' environ 7,4%, pour ALA 
10 d* environ 19,2% , pour VAL d' environ 5,8%, pour ILE d' environ 
2,3%, pour LEU d* environ 4,7% , pour TYR d' environ 2,2% , pour 
PHE d' environ 2,2% , pour LYS d' environ 2,9% , et/ou pour ARG 
d' environ 2,5%. 

3. Proteine selon I'une quelconque des revendications 1 
15 et 2 possedant un poids moleculaire d' environ 45 kD. 

4. Proteine selon I'une quelconque des revendications 1 
et 2 possedant un poids moleculaire d' environ 47 kD. 

5. Proteine selon I'une quelconque des revendications 1 a 
3 , presentant un pHi d' environ 3,7. 

20 6. Proteine selon I'une quelconque des revendications 1, 

2 et 4 presentant un pHi d ' environ 3,9. 

7. Proteine selon la revendication 4, caracterisee en ce 
qu'elle possede I'extremite NH2 terminale suivante: 
ALA-PRO-GLU-PRO-ALA-PRO-PRO-VAL-PRO-PRO-ALA-ALA-ALA-ALA- 

25 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

PRO-PRO-ALA 
15 16 17 

8. Lignee d'hybridomes deposee sous le n'l 1081 aupres de 
la CNCM. 

30 9. Anticorps secrete par la lignee d'hybridomes selon la 

revendication B . 

10. Proteine selon I'une quelconque des revendications 1 
a 7 , caracterisee en ce qu ' elle est reconnue par des 
anticorps obtenus par immunisation avec des bacilles de 

35 M.bovis vivants , par des anticorps de patients tuberculeux ou 
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par I'anticorps selon la revendication 9 , et n'est pas 
reconnue par des anticorps obtenus par immunisation avec des 
bacilles de M^bovis tues par la chaleur ou par des anticorps 
de patients sains ou atteints par une maladie autre que la 
5 tuberculose • 

11. Proteine selon I'une quelconque des revendications 1 
a 7 et 10 , caracterisee en ce qu'elle est presente dans le 
milieu de culture . 

12. Proteine hybride dont la sequence comprend la 
10 totalite ou une partie de la sequence des proteines selon 

I'une des revendications 1 a 7, 10 et 11 et une sequence 
correspondant a un determinant antigenique. 

13. Oligonucleotides codant pour les proteines selon I'une 
des revendications 1 a 7 et 10 a 12. 
15 14 . Fraction proteique obtenue a partir de culture de 

Mycobacterium et en particulier de M. bovis par un precede 
comprenant au moins les etapes suivantes : 

- elimination des bacteries du milieu de culture 
par filtration, 

20 - passage du filtrat sur tamis moleculaire et 

repartition de I'eluat en fractions, 

- selection des fractions par determination de 
leur reactivite vis-a-vis d' anticorps 
specifiques de la tuberculose . 

25 15. Fraction proteique selon la revendication 14 , ca- 

racterisee en ce que le passage sur tamis moleculaire est 
suivi d'une chromatographie echangeuse d'ions . 

16. Fraction proteique selon la revendication 15 , ca- 
racterisee en ce que la chromatographie echangeuse d'ions est 

30 suivie d'une chromatographie en phase inverse . 

17. Utilisation des proteines ou fractions proteiques ou 
anticorps selon I'une des revendications 1 a 7 et 9 a 16 pour 
la detection et le suivi de 1 'evolution de la tuberculose, en 
particulier chez I'homme et les bovins . 
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18. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee 
en ce que le suivi et la detection sont effectuees par des 
methodes enzymoinimunologigues ou radioimmunologiques ou par 
des immunoempreintes . 
5 19. Coffret de dosage pour la mise en oeuvre de 

1 'utilisation selon I'une des revendications 17 et 18. 

20. Vaccin ou medicament contenant au moins une proteine, 
une fraction proteique ou tin anticorps selon I'une des 
revendications 1 a 7 et 9 a 16 . 
10 21. Composition pharmaceutique contenant une quantite 

efficace d'une proteine , d'une fraction proteique ou d'un 
anticorps selon I'une des revendications 1 a 7 et 9 a 16 en 
association avec des diluants ou adjuvants pharmaceutiquement 
accept ables. 

15 22 . Utilisation des proteines /fractions proteiques ou 

anticorps selon I'une. des revendications Ia7et9al6 pour 
la fabrication d'un medicament pour le traitement ou la 
prevention de la tuberculose . 
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